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ABSTRACT: Objective To develop and validate a pseudovirion-based neutralization assay （PBNS）in 
determination the titers of serum neutralizing antibodies, including HPV 16 and HPV 18 antibodies. Methods 
PBNS assay was repeatedly used in detection the titers of both antibodies of HPV 16 and HPV 18 in three 
different serum samples for observing the effects of different batches of pseudovirion and different passages of 
cells on the experiment results. The developed method was also evaluated for accuracy, specificity and 
reproducibility based on the detection antibodies of HPV 16 and HPV 18 by positive sera in both positive (HPV 
16 and HPV 18) valent or single positive (either HPV16 or HPV18) valent. Results The effects of different 
conditions including batches of pseudovirion and passages of cells on the antibody titers varied within a 
quadruple range. Furthermore, the accuracy, specificity and reproducibility of the developed method were 
acceptable. Conclusion The established PBNS can meet the detection requirements for neutralizing antibodies of 
HPV 16 and HPV 18 , which could be used in evaluating the immune effect of the related vaccine. 
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个/孔 293FT 细胞接种在 96 孔细胞培养板，置于 37℃、5%CO2恒温培养箱中至少培
养 4h。将用 10% DMEM 预稀释至合适浓度的待检血清倍比稀释，每个稀释度取 60μ L 血清样本与同




1.3.1 不同批次假病毒对中和试验检测结果的影响   使用 3 批不同的 HPV16 和 HPV18 假病毒，对抗
HPV16/18 双价阳性人血清样品进行平行检测，计算 3次检测结果中最大值与最小值的比值，验证不
同假病毒批次对检测结果的影响。 
1.3.2 不同细胞代次对中和试验检测结果的影响   使用第 15、20 以及 30 代次的 293FT 细胞对抗
HPV16/18 双价阳性血清样品进行检测，测得每个样品抗 HPV16 型和抗 HPV18 型中和抗体滴度的 3 次
平行检测结果，计算检测结果中最大值与最小值的比值，验证不同细胞代次对检测结果的影响。 
1.3.3 准确性    取抗 HPV16 以及抗 HPV18 单价血清各 1 份，分别进行原倍、4 倍、16 倍、64 倍、
256 倍系列稀释后作为独立的血清样本，用建立的假病毒中和法进行检测，每个稀释倍数重复检测 1
次，计算实际测得的中和滴度结果与稀释后理论中和滴度的比值，考察该方法的准确性。 
1.3.4 特异性   以 HPV18 假病毒对 3 份抗 HPV16 单价血清进行中和抗体检测,同时以 HPV16 假病毒
对三份抗 HPV18 单价血清进行中和抗体检测，计算两个不同型别假病毒之间的交叉反应，考察该方
法的特异性。 










    3 份血清使用 3批假病毒所得的检测结果比值均不大于 4，在验证标准范围内。结果（见表 1）。 
表 1 使用不同批次假病毒检测 3份血清滴度结果 
Tab.1  Antibody titers for HPV 16 and HPV 18 in three serum samples detected by PBNS with 
the different batches of pseudovirion 
病毒类型 假病毒批次 
中和抗体滴度 
血清 1 血清 2 血清 3 
 20110824 320 5120 40960 
HPV16 20111202 320 5120 20480 
 20110427 320 5120 40960 
 均值 320 5120 32510 
 20110824 320 2560 10240 
HPV18 20110826 320 1280 10240 
 20110921 320 2560 20480 
 均值 320 5120 12902 
 
2.2 不同代次细胞对检验结果的影响： 
3 份血清使用第 15、20、30 代次细胞所得的检测结果的比值均不大于 4，在验证标准范围内。
结果（见表 2）。 
2.3准确性： 
同一份血清分别进行原倍、4 倍、16 倍，64 倍、256 倍系列稀释后,其实际检测的抗 HPV16 以及
HPV18 型抗体滴度与理论滴度之间的比值均为 1（结果未出示），在验证标准范围内。 
表 2    使用不同代次细胞的检测结果 
Tab.2  Antibody titers for HPV 16 and HPV 18 detected by PBNS with the different passages of cells 
血清样品 
HPV16 中和抗体滴度 HPV18 中和抗体滴度 
第 15 代 第 20 代 第 30 代 均值 第 15 代 第 20 代 第 30 代 均值 
血清 1 320 320 640 403 640 320 640 508 
血清 2 5120 5120 5120 5120 2560 1280 2560 2032 
血清 3 40960 40960 40960 40960 10240 10240 20480 12902 
 
2.4特异性： 
HPV16 单阳性血清样本型特异性中和抗体检测滴度均高于 655360，与 HPV 18 型特异性抗体的
交叉滴度均低于 40，远小于同型别滴度的 1%。同样，HPV18单阳性血清样本型特异性中和抗体检测
滴度均高于 1310720，与 HPV 16 型特异性抗体的交叉滴度均低于 160,远小于同型别滴度的 1%，在
验证标准范围内。结果（见表 3）。 
表 3  假病毒中和法特异性验证 
Tab.3  Validation test for specificity of PBNS 




1 >1310720 160 
2 655360 20 




1 40 >1310720 
2 40 >1310720 
3 40 >1310720 
 
2.5. 重复性：14次重复检测结果最大值与最小值的比值均不大于 4。例如，血清样本 1 的 HPV18
型抗体的 14次假病毒中和抗体检测结果中，抗体滴度最大值为 640，最小值为 320，其最大值与最
小值的比值为 2。结果（见表 4）。 
表 4   重复性验证 
Tab. 4  Validation test for reproducibility of PBNS 
检测结果 
血清 1-中和抗体滴度 血清 2-中和抗体滴度 血清 3-中和抗体滴度 
HPV16 HPV18 HPV16 HPV18 HPV16 HPV18 
1 320 320 5120 2560 40960 10240 
2 320 320 5120 1280 20480 10240 
3 320 320 5120 2560 40960 20480 
4 320 640 5120 2560 40960 10240 
5 320 320 5120 1280 40960 10240 
6 640 640 5120 2560 40960 20480 
7 320 320 2560 2560 20480 20480 
8 320 320 2560 2560 20480 20480 
9 320 320 1280 2560 20480 20480 
10 320 320 2560 2560 20480 10240 
11 320 320 5120 2560 20480 20480 
12 320 320 1280 2560 20480 20480 
13 320 320 2560 2560 10240 20480 
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